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(57) Abstract 

The invention concerns a device for 
chemical or biological analysis comprising 
a support (21) including a plurality of 
sites for fixing a chemical or biological 
reagent, wherein the analysis sites are 
formed by microwells (23) lying recessed 
in the support, the side walls and the 
base of said microwells and the support 
surface zones enclosing each microwell, 
called microwell rims, being produced in 
at least a hydrophile material (24), and 
the support planar zones arranged between 
the zones enclosing the microwells being 
produced in a hydrophobic material (27). 
The drops (29) of reagent are thus guided 
into the microwells (23) owing to the 
presence of the hydrophobic zones (27), 
thereby increasing the number of analysis 
sites on the support. 

(57) Abrege* 

L' invention a pour objet un disposi- 
tif d'analyse chimique ou biologique com- 
prenant un support (21) comportant une 
plurality de sites d'analyse aptes a fixer un nSactif chimique ou biologique, dans lequel les sites d'analyse sont constitues par des mi- 
crocuvettes (23) s'6tendant en creux dans le support, les parois latdrales et le fond des microcuvettes et les zones de la surface du support 
entourant chaque microcuvette, denommees bonds de microcuvettes, 6tant rfalisees en au moins un materiau hydrophile (24), et les zones 
planes du support disposers entre les zones entourant les microcuvettes 6tant r6alis6es en un matenau hydrophobe (27). Les gouttes (29) 
de reactif sont ainsi guidees dans les microcuvettes (23) en raison des zones hydrophobes (27). On peut augmenter ainsi la densite* de sites 
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DISPOSITIF COMPRENANT UNE PLURAL ITE DE SUES D'ANALYSE SUR UN SUPPORT 



5 



DESCRIPTION 



Domaine technique 

La presente invention a pour objet un 
dispositif d' analyse chimique ou biologique, comprenant 
un grand nombre de sites d' analyse, utilisable en 

10 particulier pour le screening en pharmacologie et pour 
des tests ADN en biologie. 

Dans le cadre du screening, il faut 
determiner sur un support comportant un grand nombre de 
sites recouverts du meme reactif, 1'effet de 

15 differentes molecules que l'on depose selectivement sur 
chaque site de fagon sequentielle . 

Dans le cas des tests en biologie tels que 
les tests ADN, chaque site du dispositif est recouvert 
d'une sonde ADN differente et l'analyte dont on veut 

20 connaitre la sequence genomique, est mis en contact au 
moment de 1' analyse avec 1' ensemble des sites. 

En chimie analytique, la demande est 
egalement forte vers la miniaturisation des cuvettes de 
reactions chimiques (ou reacteurs chimiques) . 

25 Pour toutes ces applications, il est done 

important de disposer d'un support comportant le plus 
grand nombre possible de . sites d' analyse, mais une 
densif ication elevee du nombre de sites pose certains 
problemes pour obtenir la precision suffisante lors du 
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depot des gouttes de reactif ou d' echantillons sur les 
sites. 

Etat de la technique anterieure 

Le document US-A-5 474 796 [1] decrit un 
5 dispositif comportant plusieurs sites d' analyse sur la 
surface d'un support, dans lequel les sites d' analyse 
sont formes par des zones hydrophiles separees par des 
zones hydrophobes sur un support plan. 

La figure 1 annexee represente la structure 
10 de ce dispositif avec son support plan 1, sur lequel 
sont definies les zones hydrophiles 3 et les zones 
hydrophobes 5. 

Ces zones hydrophiles et hydrophobes sont 
realisees sur le support 1 par photomasquage, puis 
15 reaction d'un silane hydrophile ou hydrophobe avec le 
support en verre. 

Dans ce cas, les zones hydrophiles 
3 constitutes par des zones planes obligeront les 
gouttes de reactifs 7 deposees a rester la ou elles 
20 sont en raison de la presence des zones hydrophobes 
adjacentes 5. 

Une limitation importante de ce dispositif 
est due au fait que les dispenseurs de reactifs ne 
permettent pas de reduire la taille de la goutte 7 de 
25 fa^on infinie. 

Aussi, lorsqu'on veut augmenter 

1' integration et densifier le nombre de sites sur le 
support, par exemple, passer a un pas inferieur a 
300 pm, c'est la resolution du dispenseur qui limite 
30 actuellement le systeme car on pourrait tres bien avec 
les precedes de lithographie restreindre la surface des 
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zones hydrophiles et hydrophobes pour augmenter la 
densites de sites. 

Un autre parametre important du dispositif 
est la surface utile du site car le reactif, par 
5 exemple la sonde ADN, est amene sur le site dans une" 
solution qui est sechee sur le site. Aussi, si la 
surface utile du site est reduite, la quantite de 
reactif apres sechage devient tres faible. 

Enfin, la manipulation du support 
10 comportant en surface les gouttes deposees est 
delicate. 

La presente invention a precisement pour 
objet un dispositif d' analyse chimique ou biologique, 
qui permet d' augmenter 1' integration et la 
15 densification du nombre de sites sur un support, tout 
en utilisant les dispenseurs actuels qui en standard ne 
permettent pas d' avoir des gouttes de taille inferieure 
a 50 a 1000 picolitres avec une bonne precision 
spatiale de depot. 

20 Expose de 1' invention 

1/ invention a pour objet un dispositif 
d' analyse chimique ou biologique comprenant un support 
comportant une pluralite de sites d' analyse aptes a 
fixer un reactif chimique ou biologique, dans lequel 

25 les sites d' analyse sont constitues par des 
microcuvettes s'etendant en creux dans le support, les 
parois laterales et le fond des microcuvettes et les 
zones de la surface du support entourant chaque 
microcuvette, denommees bords de microcuvettes, etant 

30 realises en au moins un materiau hydrophile ou rendu 
hydrophile par un traitement, et les zones planes du 
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support disposees entre les zones entourant les 
microcuvettes etant realisees en un materiau hydrophobe 
ou rendu hydrophobe par un traitement . 

On precise que dans la description et les 
5 revendications qui suivent, les termes "materiacr 
hydrophile" signifient que le materiau est hydrophile 
ou qu'il a ete rendu hydrophile par un traitement. 

De meme, les termes "materiau 
hydrophobe" signifient que le materiau est hydrophobe 
10 ou qu'il a ete rendu hydrophobe par un traitement. 

Dans ce dispositif, les microcuvettes 
peuvent avoir en particulier la forme d'un tronc de 
cone dont la petite base correspond au fond de la 
microcuvette . 

15 Dans ce dispositif, le fait de disposer de 

microcuvettes realisees en materiau hydrophile avec des 
zones entourant les microcuvettes, ou bords, egalement 
en materiau hydrophile, separees en surface par un 
materiau hydrophobe, permet d' assurer une zone 

20 d'ancrage des. gouttes dans l'epaisseur du support, en 
limit ant ainsi le diametre des sites d' analyse sans, 
restreindre le volume des gouttes. On peut atteindre 
ainsi une densif ication de sites actifs plus elevee que 
dans le cas du support plan de 1'art anterieur. 

25 Ainsi, la structure de 1' invention procure 

deux avantages interessants : 

- 1) elle permet 1' utilisation de dispenseurs de 

gouttellettes de resolution limitee, et 

- 2) elle permet 1' utilisation de gouttellettes de 
30 diametre plus grand que celui des 

microcuvettes permettant une concentration 
plus importante du solute, apres evaporation 
du solvant. 
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Selon un premier mode de realisation du 
dispositif de 1' invention, les parois laterales, les 
fonds et les bords des microcuvettes sont realises en 
le meme materiau hydrophile. Ceci permet en particulier 
5 d' assurer le recentrage et 1'ancrage des gouttes de 
reactifs dans le microcuvettes ainsi que sur le bord 
des microcuvettes lorsque la goutte deborde de la 
microcuvette. 

Selon un second mode de realisation du 

10 dispositif de 1' invention, les fonds des microcuvettes 
sont realises en un premier materiau hydrophile et au 
moins une partie des parois laterales des microcuvettes 
ainsi que les bords des microcuvettes sont realises en 
un second materiau hydrophile, seul le premier materiau 

15 hydrophile etant apte a fixer le reactif chimique ou 
biologique . 

Cette structure particuliere permet 
d' attirer la goutte dans la microcuvette au moyen du 
second materiau hydrophile et d' assurer la fixation du 

20 reactif dans le fond de la microcuvette par 
1' intermediaire du premier materiau hydrophile. Cette 
disposition est particulierement interessante lorsque 
le reactif est dilue dans une solution aqueuse. La 
realisation de' microcuvettes permet aussi egalement 

25 d r observer a l'etape d' analyse une fluorescence dans un 
plan different du plan du substrat qui souvent genere 
un signal parasite (fluorescence) intrinseque a la 
nature du substrat. 

Ainsi, la goutte de solution aqueuse 

30 mouillera le second materiau hydrophile mais le reactif 
present en faible quantite sera fixe sur le fond de la 
microcuvette. 
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Selon 1' invention, le support du dispositif 
peut etre un support passif en verre, en silicium ou en 
polyrnere organique, n'ayant pas de fonction 
particuliere . On peut aussi utiliser dans 1' invention 
5 un support comprenant un substrat actif a systeme" 
electronique integre ayant diverses fonctions 
electroniques, par exemple d'adressage des sites, de 
chauffage localise ou de CCD pour la detection integree 
de fluorescence. 

10 Un substrat actif de ce type est decrit par 

exemple dans le document Eggers et al, A versatile 
biochip for gene-based diagnotics, 1996, IEEE, p. 87-92 
[2] . Dans le cas de tels supports, le substrat actif 
est generalement recouvert d'une couche de polyrnere 

15 dans laquelle sont formees les microcuvettes . 

Dans le dispositif de 1' invention le(s) 
materiau (x) hydrophile (s) peuvent etre des materiaux 
comportant des groupes hydrophiles choisis parmi les 
groupements epoxy, -OH, -SH,~NH-, -NH 2 et -COOH. 

20 Le materiau hydrophobe peut etre constitue 

par le support lui-meme dans le cas d'un support en 
polyrnere organique hydrophobe ou etre forme sur le 
support. Generalement, le materiau hydrophobe comporte 
des groupes hydrocarbones ou f luorocarbones . 

25 Le materiau de base utilise, verre ou 

silicium, peut etre rendu selectivement hydrophile ou 
hydrophobe par un traitement de surface approprie. 

L' invention a encore pour objet un procede 
de fabrication d'un dispositif d' analyse chimique ou 

30 biologique tel que decrit ci-dessus. 

Selon un premier mode de realisation, ce 
procede comprend les etapes suivantes : 
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a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes (ou micropuits ou microcavites ) , 

b) definir les zones de la surface du support 
devant comporter un materiau hydrophobe, et 

5 c) former ensuite un materiau hydrophile sur les" 

zones de la surface du support et des microcuvettes ne 
comportant pas de materiau hydrophobe. 

Selon une variante de mise en oeuvre de ce 
premier mode de realisation, le precede comprend les 
0 etapes suivantes : 

.a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes, et 

b) former un materiau hydrophile sur les zones de 
la surface du support devant comporter un materiau 
5 hydrophile. 

Les procedes decrits ci-dessus sont adaptes 
a la realisation de microcuvettes dont les parois 
laterales, les fonds et les bords sont realises en le 
meme materiau hydrophile. 

0 Selon un second mode de realisation du 

procede de 1' invention adapt e a la formation des 
microcuvettes comportant deux materiaux hydrophiles 
differents, le procede comprend avantageusement les 
etapes suivantes : 

15 * a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes, 

b) definir les zones de la surface du support 
devant comporter un materiau hydrophobe, 

c) definir ensuite sur la surface du support ne 
JO comportant pas de materiau hydrophobe et sur la surface 

des microcuvettes, des premieres zones correspondant 
aux emplacements du premier materiau hydrophile et des 
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secondes zones correspondant aux emplacements du second 
materiau hydrophile, et 

e) former le premier materiau hydrophile sur les 
premieres zones et le second materiau hydrophile sur 
5 les secondes zones. ~~ 

Lorsque le support est en un materiau non 
hydrophobe, le precede comprend de plus une etape 
complementaire de formation d'un materiau hydrophobe 
sur les zones de la surface du support devant comporter 
10 un materiau hydrophobe. 

Pour mettre en oeuvre le precede de 
1' invention, on commence tout d'abord par creuser des 
microcuvettes dans 1'epaisseur du support. Des 
techniques classiques de lithographie suivies de 
15 gravure seche ou de gravure chimique peuvent etre 
utilisees pour cette operation. 

Lorsque le support est en silicium, on peut 
realiser les microcuvettes par gravure chimique 
pref erentielle des plans cristallins, ce qui permet 
20 d'obtenir une microcuvette avec un flanc a 54 ° et un 
fond plat. Le pas des microcuvettes peut aller de 
10 a 500 pm et la profondeur des microcuvettes peut 
etre de 5 a 500 \im. On utilise generalement un procede 
lithographique pour definir les microcuvettes aux 
25 endroits voulus. 

Dans le cas d'un support en verre, on peut 
realiser les microcuvettes par gravure seche isotrope, 
sans angles, en utilisant egalement un procede 
lithographique pour definir I 7 emplacement des 
30 microcuvettes. 

Dans le cas ou le support comprend un 
substrat actif a fonction electronique, le support est 
de preference muni sur sa surface superieure d'une 
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couche de polymere ou d'oxyde mineral dans laquelle on 
realise les microcuvettes par gravure, en utilisant 
egalement un precede lithographique pour definir 
1' emplacement des microcuvettes. 



microcuvettes de 5 a 500 \im de profondeur, avec un pas 
de microcuvettes de 10 a 500 pm, et une ouverture 
superieur de microcuvette de 3 a 450 \im. 

Les etapes suivantes du procede consistent 

10 a former sur la surface du support les zones de 
materiau hydrophobe et les zones de materiau(x) 
hydrophile (s) . 

Ces zones peuvent etre formees en modifiant 
la surface du support par greffage de groupes 

15 hydrophobes ou hydrophiles. 

Toutefois, dans le cas ou le support est en 
polymere organique hydrophobe ou recouvert de polymere 
organique hydrophobe, il n'est pas necessaire de 
modifier la surface du support pour cr.eer les zones 

20 hydrophobes. 

Lorsque le support est en silicium ou en 
verre, on peut realiser cette modification en faisant 
reagir le silicium ou le verre avec un agent de 
silanisation hydrophobe ou hydrophile. 

25 Dans le cas ou le support est en silicium, 

on le soumet prealablement a une oxydation puis a un 
traitement classique de nettoyage (ex : HC1) pour 
disposer de groupements OH en surface permettant la 
reaction avec 1' agent de silanisation. 

30 L' agent de silanisation hydrophobe peut 

etre un silane de formule : 



5 



Dans tous les cas, on peut obtenir des 
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Rl \ 

R2 Si-R4 
R3 / 



dans laquelle R 1 , R 2 et R 3 qui peuvent etre identiques 
ou differents, sont choisis parmi les groupes alkoxy en 
5 Ci a C 3 et les atomes d'halogenes (de preference le 
chlore), et R4 est un groupe hydrocarbone ou 
f luorocarbone, lineaire ou ramifie. 

De preference, le groupe hydrocarbone ou 
f luorocarbone comprend de 4 a 18 atomes de carbone. 
10 A titre d' exemples d' agent de silanisation 

hydrophobe, on peut citer les composes suivants : 
-un produit commercial denomme "Repelsilane" , 

- l'octadecyl trichlorosilane, 

- l'octadecyl triethoxysilane, 

15 - le tridecaf luoro-1, 1,2, 2-tetrahydrooctyldimethyl 

chlorosilane, 

- le 3- (1, 1-dihydroperf luoroctyloxy) 
propyltriethoxysilane, 

- l'hexamethyl disilazane (HMDS). 

20 L' agent de silanisation hydrophile, peut 

etre constitue par un silane de formule : 

Rl 

R 2 A Si-R5 
R3 / 



25 dans laquelle R 1 , R 2 et R 3 qui peuvent etre identiques 
ou differents, sont choisis parmi les groupes alcoxy en 
Ci a C3 et les atomes d'halogene, de preference le 
chlore, et R 5 est un groupe hydrocarbone, lineaire ou 
ramifie, comportant au moins un groupe hydrophile 
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choisi parmi les groupes epoxy, -OH, -SH, -NH 2/ -NH- et 
-COOH. 

Le groupe hydrocarbone comprend 

avantageusement 3 a 18 atomes de carbone. 
5 A titre d'exemples d' agent de silanisatiorf 

hydrophile, on peut citer les composes suivants : 

- I 7 aminopropyl trimethoxysilane n y APS", 

la trimethoxysilylpropyl-diethylenetriamine 

"DETA" , 

10 - le N- (2-aminoethyl) -3-aminopropyltrimethoxy- 

silane "EDA", 

- le N,N-bis (hydroxyethyl) aminopropyltriethoxy- 
silane, 

- le produit commercial "Bind Silane", 

15 - 1 1 aminoethylaminomethyl phenetyl trimethoxysilane 

"PEDEA" ou encore le mercaptopropyltrimethoxysilane 

Si (CH 2 )3SH 

On peut aussi former le materiau hydrophobe 
et/ou le materiau hydrophile sur le support en 

20 utilisant pour 1' introduction des groupes hydrophiles 
ou hydrophobes, des thiols ou des disulfures. Dans ce 
cas, on depose tout d'abord sur les zones a modifier 
une couche metallique en or, en argent, en cuivre ou en 
l r un de leurs alliages, puis on fait reagir cette 

25 couche avec un thiol ou un disulfure comportant un ou 
plusieurs groupes hydrophiles ou hydrophobes. Comme 
precedemment, les groupes hydrophobes peuvent etre des 
groupes hydrocarbones ou f luorocarbones, lineaires ou 
ramifies. Les groupes hydrophiles peuvent etre choisis 

30 parmi les groupes epoxy, -OH, -NH-, -NH 2 , -COOH et -SH. 



WO 00/16082 




PCT/FR99/02191 



12 

Pour fonctionnaliser Au, Ag, Cu, a titre de 
thiols et de disulfures utilisables , on peut citer les 
composes suivants : 

- l'octadecane thiol, R-SH (R=C 8 a Ci 8 ) , hydrophobe 
5 - I'hexadecane thiol, ~~ 

le 3-mercaptopropionic acide->hydrophile (pour 
rendre 1 1 or hydrophile) . 

Selon le procede de 1' invention, les zones 

10 de materiau (x) hydrophile (s) ou rendu (s) 

hydrophile (s) et les zones de materiau hydrophobe ou 
rendu hydrophobe peuvent etre definies sur le support 
par les techniques classiques de la micro-electronique, 
en utilisant par exemple des procedes lithographiques 

15 employant des photoresists negatifs ou positifs, avec 
un niveau de masquage et des developpements de resine. 
Les zones developpees sont traitees puis on enleve la 
resine et on traite les zones mises a nu par un autre 
agent de silanisation . 

20 Ainsi/ selon 1' invention, on peut former 

les zones hydrophiles et hydrophobes sur le support par 
des procedes de gravure, en traitant par exemple toute 
la surface du support pour le rendre hydrophile ou 
hydrophobe, et en eliminant ensuite le materiau 

25 hydrophile ou hydrophobe sur certaines zones du 
support, par exemple au moyen d'un laser. Les zones 
mises a nu peuvent ensuite etre traitees pour former 
les zones hydrophobes ou hydrophiles voulues. 

D'autres caracteristiques et avantages de 

30 1' invention apparaitront mieux a la lecture de la 
description qui suit, donnee bien entendu a titre 
illustratif et non limitatif, en reference aux dessins 
annexes . 
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Breve description des dessins 

La figure 1 deja decrite illustre 
5 schematiquement un dispositif conforme a 1'art 
anterieur. 

La figure 2 illustre le premier mode de 
realisation du dispositif de 1' invention. 

La figure 3 illustre le deuxieme mode de 
10 realisation du dispositif de 1' invention. 

Les figures *4A et 4B illustrent la mise en 
place de goutte de reactif dans un dispositif conforme 
a 1' invention. 

Les figures 5 a 7 illustrent 1'interet du 
15 second mode de realisation du dispositif de 1' invention 
pour accrocher Le reactif biologique au fond de la 
microcuvette. 

Les figures 8A a 8E illustrent les 
differentes etapes du procede de fabrication du 
20 dispositif de 1' invention, lorsqu'on utilise une 
silanisation pour la realisation des zones hydrophobes 
et hydrophiles. 

Les figures 9A a 9D illustrent les 
differentes etapes du procede de fabrication d'un 
25 dispositif conforme a 1' invention utilisant des thiols 
pour former les zones hydrophiles et hydrophobes. 

Les figures 10A a 10C illustrent les etapes 
du procede de fabrication d'un dispositif de 
1' invention utilisant un substrat actif a fonction 
30 electronique, recouvert d'une couche de polymere 
hydrophobe. 

Les figures 11A a 11G illustrent les 
differentes etapes du procede de fabrication d'un 
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ciispositif conforme au second mode de realisation de 
1' invention . 

Expose detaille des modes de realisation 

5 ~~ 

Sur la figure 2, on a illustre le premier 
mode de realisation du dispositif de 1' invention, dans 
lequel on utilise un seul materiau hydrophile. 

Sur cette figure, on voit le support 21 

10 dans lequel sont creusees les micfocuvettes 23 qui ont 
une forme tronconique dont la petite base correspond au 
fond 2 4 de la microcuvette . Dans le premier mode de 
realisation de 1' invention, les fonds 24, les parois 
laterales 25 et les zones de la surface du support 

15 entourant chaque microcuvette, denommees ci-apres bords 
des microcuvettes 26, sont constitues de materiau. 
hydrophile, alors que la surface du support situee 
entre les bords des microcuvettes est constitute de 
materiau hydrophobe 27. 

20 La figure 3 represente de fagon schematique 

le second mode de realisation du dispositif de 
1' invention, dans lequel on utilise deux materiaux 
hydrophiles differents. 

Sur cette figure, on a repris les memes 

25 references pour designer le support " 21, les 
microcuvettes 23 et les zones de materiau hydrophobe 
27. Dans ce cas, les fonds des microcuvettes 24 et une 
partie de leurs parois laterales 25a sont realises en 
un premier materiau hydrophile alors que le reste de 

30 leur parois laterales 25b et les bords 26 sont realises 
en un second materiau hydrophile. Ceci permet, comme on 
le verra ci-apres de realiser 1'accrochage du reactif 
chimique ou biologique au fond des microcuvettes . 
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Dans ces deux modes de realisation du 
dispositif de 1' invention, la structuration 
tridimensionnelle du support perrnet d'obtenir de 
nombreux avantages. 
5 En effet, cette structuration permet de 

limiter la surface des sites reactifs correspondant a 
1'ouverture des microcuvettes, puisque celles-ci sont 
creusees dans l'epaisseur du support et peuvent 
contenir davantage de reactif ou d' echantillon pour une 

10 surface utile plus petite. 

Ainsi, on pent diminuer le pas et la taille 
des microcuvettes a des dimensions microniques sans 
etre limite, d'une part, par la precision de 
positionnement du robot dispenseur de reactifs ou 

15 d' echantillons et, d' autre part, par le volume des 
gouttes. Par ailleurs, la realisation sur le pourtour 
des microcuvettes et dans les microcuvettes de zones 
hydrophiles par rapport au reste du support hydrophobe 
permet 1' ancrage et le guidage de la goutte dans la 

20 microcuvette comme on peut le voir sur les figures 
4A et 4B. 

En se reportant a la figure 4A, on voit le 
dispositif conforme a ce premier mode realisation de 
1' invention, qui comporte un support 21 muni de 
25 microcuvettes 23 avec les zones hydrophiles 24 et les 
zones hydrophobes 27. 

Sur la figure 4A, on a represents le 
dispositif dans le stade d' alimentation en gouttes 
29 de reactif ou d' echantillon qui peuvent etre deposes 
30 par un microdispenseur (robot de micropipettage) ou par 
des tetes d' impression a jet d'encre. 

Comme on le voit sur la figure 4A, les 
gouttes ne sont pas forcement positionnees au droit de 
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l'ouverture des microcuvettes . Mais la presence des 
zones • hydrophiles 24 et hydrophobes 27 permet l'ancrage 
et le guidage de la goutte dans la microcuvette . En 
effet, en raison des tensions superf icielles creees par 
5 1' hydrophilicite de la surface, la goutte deposee va 
pouvoir glisser pour se positionner et remplir 
parf aitement les microcuvettes comme represents sur la 
figure 4B. Ainsi, pour une taille de goutte donnee, on 
peut reduire le pas des sites reactifs sur le support 

10 sans risque de pontage entre les gouttes, done de 
mixage des reactifs. 'Par ailleurs, meme avec une 
precision de placement de gouttes imparfaite, on 
obtient une repartition spatiale parfaite donnee par la 
position des microcuvettes qui peut etre extremement 

15 precise par 1' utilisation du micro-usinage, comme on le 
verra ci-apres. 

Avec ce dispositif, on note egalement que 
le rapport volume/surface au contact du reactif est 
augmente pour une occupation au sol identique. Cela 

20 veut dire que si le reactif contient des substances 
devant se fixer apres sechage sur la zone hydrophile, 
il y en aura beaucoup plus. 

Par ailleurs, ce type de structure peut 
etre ajoute au-dessus d'un substrat actif, par exemple 

25 une puce a ADN avec moyens de chauffage ou de lecture 
integres . 

Enfin, cette structure du dispositif de 
1' invention est compatible avec les procedes de 
synthese d' ADN in situ localisee. En effet, une fois 
30 que la premiere base de la sonde est fixee dans les 
microcuvettes, la sonde peut etre construite base apres 
base dans ces microcuvettes. 
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Sur les figures 5 a 7, on a illustre 
l'interet d'utiliser un dispositif conforme au second 
mode de realisation du dispositif de 1' invention, pour 
la realisation de puces a ADN . . 
5 Sur la figure 5, on voit 1'une des 

microcuvettes du dispositif, qui comporte un support 
51 muni de microcuvettes 53, avec presence d'un premier 
materiau hydrophile 55 et d'un second materiau 
hydrophile 57 dans les microcuvettes et sur leurs 

10 bords, et d'un materiau hydrophobe 59 entre les 
microcuvettes. 

Sur cette figure, on a illustre les groupes 
hydrophiles 56 du premier materiau hydrophile, les 
groupes hydrophiles 58 du second materiau hydrophile et 

15 les groupes hydrophobes 60 du materiau hydrophobe. On 
remarque ainsi que les groupes hydrophiles 56 sont 
differents des groupes hydrophiles 58, les groupes 
hydrophiles 56 etant choisis pour fixer le reactif, par 
exemple les sondes nucleiques 63 presenter dans la 

20 goutte de reactif 65. La figure 5 correspond ainsi au 
stade d' alimentation en gouttes du dispositif. 

Sur la figure 6, on a illustre la phase de 
recentrage de la goutte 65 sur les zones hydrophiles en 
raison de la repulsion des zones hydrophobes 59. 

25 L a figure 7 illustre l'etape de fixation 

des sondes nucleiques 63 sur le premier materiau 
hydrophile 55 par reaction des groupes hydrophiles 64 
de la sonde avec les groupes hydrophiles 56 du premier 
materiau hydrophile 55. 

30 A titre d' exemple, la sonde nucleotidique 

peut etre f onctionnalise avec un groupe OH et le 
premier materiau hydrophile 55 peut comporter des 
groupes hydrophiles OH tandis que le second materiau 
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hydrophile comporte des groupes ■ hydrophiles COOH ou 
NH 2 . De cette fagon, il n'y aura couplage avec la sonde 
que sur le premier materiau hydrophile 55. 

Une technique de fixation de sondes 
5 oligonucleotidiques sur des surfaces de verre 
prealablement modifiees par silanisation est decrite 
par Beattie et al dans Clin. Chem. , vol. 39, n°4, 1993, 
pages 714-722 [3] . 

Ce mode de realisation du dispositif de 

10 1' invention est particulierement interessant car 
lorsqu'on reduit le pas des microcuvettes, les sites 
recouverts par les differents reactifs deviennent tres 
proches les uns des autres, ce qui pose un probleme 
lors de la detection si on lit par fluorescence les 

15 resultats. En permettant l'emploi de gouttes 
relativement volumineuses tout en conservant un espace 
suffisant entre sites a reactif, on simplifie la chaine 
d' acquisition . 

De plus, avec cette amelioration, on 

20 n'obtient du reactif que sur le fond des microcuvettes, 
ce . qui permettra de situer l'endroit de la reaction 
chimique eventuelle sur un plan different. Ceci est 
utilisable par un systeme de lecture pour s'affranchir 
par exemple de la fluorescence parasite de la surface 

25 du support ( f ocalisation dif f erentielle) . 

Les microcuvettes decrites ci-dessus sont 
aptes a recevoir des gouttes dispensees mecaniquement . 
On a vu que deux avantages particuliers a 1' invention 
doivent etre pris en compte : 

30 - pallier a la precision intrinseque du 

dispenseur : la goutte meme mal centree « bascule» dans 
la microcuvette grace a la zone hydrophile (26 ou 57) 
qui deborde sur la partie plane du substrat autour de 
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chaque cuvette. 

permettre a une quantite importante de reactifs 
contenue dans la goutte de se fixer dans la cuvette. On 
pourra deposer une goutte bien plus volumineuse que la 
5 cuvette, elle sera centree sur la cuvette grace aux 
zones hydrophiles debordant de la cuvette. Ceci est 
tres important car les reactifs contenus dans la goutte 
ne peuvent pas etre trop concentres sous peine d' avoir 
des problemes a la dispense. 
10 Au niveau topologie et a titre 

d 1 illustration deux types de cuvettes ont ete 
realisees, qui presentent les dimensions suivantes 
reperees sur la figure 2 : 
1°) : 

15 - Diametre de cuvette en fond de trou D : 100 pm. 

- Profondeur de cuvette P : 30 pm 

- Zone debordante sur la partie plane de chaque 
cote L : 15 pm. 

- Pas : 180 pm. 

20 2) : 

Diametre de cuvette en fond de trou D :70 pm. 

- Profondeur de cuvette P : 20 pm. 

- Zone debordante sur la partie plane de chaque 
cote L : 10 pm. 

25 - Pas : 140 pm. 

Sur les figures 8A a 8E, on a illustre les 
differentes etapes de realisation d'un dispositif 
conforme a 1' invention, utilisant un seul materiau 
hydrophile et dans lequel on forme les zones 

30 hydrophiles et hydrophobes par silanisation, le support 
etant en silicium. 
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Sur la figure 8A, on voit le support 21 en 
silicium de depart. 

Sur la figure 8B, on a represents l'Stape 
de formation des microcuvettes 23 dans le support 21. 
5 Ceci peut etre effectuS par lithographie et gravure" 
chimique selon des plans cristallins. On obtient ainsi 
des microcuvettes tronconiques avec un flanc a 54° et 
un fond plat. Le pas des microcuvettes peut aller de 10 
a 500 urn et leur profondeur peut etre de 5 a 
10 500 jam, ceci pour pouvoir s' adapter aux tallies de 
gouttes dispensSes par les automates de depot de 
rSactif s . 

Apres lithogravure des microcuvettes, on 
soumet 1' ensemble a un traitement d'oxydation thermique 
15 a une temperature supSrieure a 800°C, par exemple a 
850°C, pour disposer de groupements OH a la surface du 
silicium. 

Sur la figure 8C, on a represents l'etape 
de definition des zones de matSriau hydrophobe au moyen 

20 d'un masque. Ce masque peut etre constituS par une 
rSsine photosensible R que 1'on depose sur le support, 
et que l'on soumet ensuite a une insolation selon le 
motif a obtenir suivie d'un dSveloppement pour mettre a 
nu les zones qui devront etre hydrophobes. La resine R 

25 peut etre n' importe quel photoresist utilisable en 
microSlectronique . On peut utiliser en particulier la 
resine Shippley positive (S1813 ou STR1075) , ou 
negative SAL 601 et le developpeur Microposit MF 319. 

Sur la figure 8D, on a represents l'etape 

30 de creation des zones de materiau hydrophobe 27 par 
silanisation hydrophobe du support en silicium mis a nu 
au moyen de l 1 agent de silanisation par exemple le 
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tridecaf luorotetrahydro-octyltriethoxy-silane (appele 
aussi F13) . 

Apres creation des zones de materiau 
hydrophobe 27, on elimine la resine R par dissolution 
5 par exemple dans 1' acetone pour mettre a nu les zones' 
devant comporter le materiau hydrophile. 

Sur la figure 8E, on a represents la 
realisation des zones de materiau hydrophile 24 par 
silanisation hydrophile au moyen de EDA, yAPS ou DETA. 
10 Les figures 9A a 9D illustrent une 

variante de realisation du dispositif de 1' invention 
avec un support en silicium recouvert d'une 
metallisation en or, dans laquelle on utilise des 
thiols pour la creation du materiau hydrophile et du 
15 materiau hydrophobe. Dans ce cas, comme precedemment on 
realise en creux dans le support en silicium 21 des 
microcuvettes tronconiques 23 par lithogravure chimique 
selon des plans cristallins, puis on depose sur 
1' ensemble du support de l'or pour former une couche 
20 ayant une epaisseur de 50 a 5000 

La figure 9A represente le support 21 muni 
des microcuvettes 23 et revetu d'une couche d'or M. 

Apres creation des microcuvettes, on 
definit les zones de materiau hydrophobe par 
25 lithographie au moyen d'une resine photosensible R 
comme decrit precedemment. 

On obtient ainsi la structure representee 
sur la figure 9B ou la couche d'or M est mise a nu sur 
les zones qui devront etre hydrophobes. 

On forme ensuite le materiau hydrophobe par 
reaction du depot d'or mis a nu avec un thiol 
hydrophobe tel que 1'octadecane thiol CH 3 - (CH 2 ) 17-SH . 



30 
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On obtient ainsi la structure representee 
sur la figure 9C avec les zones de materiau hydrophobe 
21. Apres cette operation, on elimine comme 
precedemment la couche de resine R par dissolution dans 
5 1' acetone et on traite par un thiol hydrophile les 
zones degagees. On peut utiliser comme thiol hydrophile 
H0(CH 2 ) n SH, HOOC(CH 2 ) n SH (n = 3 a 18). 

On obtient ainsi la structure representee 
sur la figure 9D, comportant les zones de materiau 

10 hydrophile 24 separees par les zones de materiau 
hydrophobe '27. 

Bien que dans les deux exemples decrits ci- 
dessus, on ait realise les materiaux hydrophobes et 
hydrophiles par un traitement de silanisation ou de 

15 modification au moyen d'un thiol, il va de soi que l'on 
pourrait combiner ces deux possibilites de modification 
de la surface du support en effectuant certaines zones 
par silanisation et d'autres zones par reaction du 
support avec un thiol ou par d'autres techniques 

20 d' hydrophilisation ou d' hydrophobisation . 

Dans le cas ou le support est un verre, on 
peut former les microcuvettes par une gravure 
isotropique sans angle et former ensuite les zones de 
materiau hydrophile et les zone de materiau hydrophobe 

25 par les procedes decrits ci-dessus. Dans le cas ou on 
forme ces zones par silanisation, il n'est pas 
necessaire de soumettre le support a une oxydation, 
apres gravure des microcuvettes car le verre comporte 
les fonctions OH necessaires pour les etapes suivantes. 

30 On peut aussi, dans le cas d'un substrat en verre, 
realiser les zones de materiau hydrophile et de 
materiau hydrophobe apres depot d'or par reaction avec 
un thiol et combiner ces procedes. 
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L'interet du substrat en verre est de 
permettre la realisation des microcuvettes par une 
gravure isotropique, ce qui conduit a des microcuvettes 
sans angles facilitant ainsi les diverses operations de 
5 ringage. ~" 

Comme on l'a vu precedemment, 1' invention 
peut etre egalement mise en oeuvre sur un support 
comportant un substrat actif avec electronique 
integree. Un tel substrat peut permettre un chauffage 
10 localise des sites ou une lecture par CCD d'un 
appariement reactif-electrolyte a analyser sur ces 
j sites, ou un adressage de chaque site pour y appliquer 

| une tension par exemple. Le substrat actif peut etre 

realise en silicium ou en verre en utilisant les 
15 techniques des ecrans plats. 

Dans ce cas, la structure de 1' invention 
| est construite au-dessus du substrat actif termine en 

recouvrant celui-ci d'une couche d' oxyde mineral ou 
j encore d'une couche de polymere, la couche deposee 

20 etant suffisamment epaisse pour y former des 
microcuvettes de profondeur voulue. 

Apres realisation des microcuvettes dans 
cette couche de polymere ou d' oxyde mineral, on peut 
definir les zones hydrophiles et hydrophobes comme 
25 precedemment par reaction d'une couche d'or avec un 
thiol. Dans le cas d'une couche de polymere, les zones 
hydrophobes peuvent aussi etre constitutes par la 
couche de polymere* 
; Sur les figures 10A a ' 10C, on a illustre 

30 les etapes de realisation de ce dispositif . 

Sur la figure 10A, on a represents le 
substrat actif 21a muni de plots de surface 21b aux 
emplacements qui correspondent aux sites d' analyse. 
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Sur ce substrat 21a, on depose tout d'abord 
une couche Spaisse de polymeres 21c, par exemple de 
polyimide ayant une epaisseur de 5 a 100 pm, puis on 
creuse dans cette couche des microcuvettes 23 par 
5 exemple par lithogravure, moulage, . . . 

On depose ensuite sur les zones du support 
qui devront etre en matSriau hydrophile une couche d'or 
M de fagon a definir les zones hydrophiles. 

Sur la figure 10B, on a represents la 
10 structure obtenue qui comprend le substrat actif 21a, 
les plots de surface 21b, la couche de polymeres 21c, 
les microcuvettes 23 et la couche d'or M. 

Sur la figure 10C, on a represents l'Stape 
de formation des zones hydrophiles par traitement de 
15 1' ensemble par un thiol hydrophile qui va se fixer sur 
l'or M pour former les zones de materiau hydrophile 24.:. 

Dans ce cas, il n'est pas necessaire de 
realiser des zones de materiau hydrophobe, celles-ci 
Stant constitutes par la couche de polymere 21c restant 
20 entre les microcuvettes 23. 

Sur les figures 11A a 11G, on a illustrS 
les diffSrentes Stapes du procSdS de fabrication d'un 
dispositif conforme au second mode de realisation de 
1' invention, comportant deux types de materiaux 
25 hydrophiles. 

Dans ce cas, comme represents sur la figure 
11A, on part d'un support 51 par exemple en silicium, 
dans lequel on realise des microcuvettes 53 de forme 
tronconique par lithogravure, comme dans le premier 
30 exemple de realisation. On depose ensuite sur 
1' ensemble une couche d'or M. 

Sur la figure 11B, on a represents la 
structure du support apres dSpot d'une rSsine R sur les 
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endroits qui correspondent aux zones devant comporter 
le second matSriau hydrophile. 

Sur la figure 11C, on a represents la 
structure obtenue apres gravure de l'or pour retirer la 
5 couche d'or sur les zones correspondant au material 
hydrophobe et sur les zones correspondant au premier 
materiau hydrophile, et apres elimination de la rSsine 
R sur les zones correspondant au second materiau 
hydrophile. 

10 Su r la figure 11D, on a represents la 

structure obtenue apres protection des fonds des 
microcuvettes par une de resine R identique ou 
differente de la premiere resine R. Cette protection 
peut etre obtenue par les techniques lithographique en 

15 deposant une resine photosensible insolee aux endroits 
voulus et SliminS ensuite sur les zones voulues. 

Sur la figure HE, on a represents la 
creation des zones de materiau hydrophobe 59 qui sont 
formees par silanisation hydrophobe du support au moyen 

20 de Repel Silane. 

Sur la figure 11F, on a represents la 
crSation des zones 57 du second matSriau hydrophile par 
rSaction de l'or avec un thiol hydrophile comportant 
des groupe COOH ou NH 2 , par exemple HOOC- (CH 2 ) 2 -SH . 

25 Sur la figure 11G, on a reprSsentS la 

structure finale obtenue apres avoir SliminS la rSsine 
R du fond des microcuvettes et avoir soumis le support 
a un traitement de silanisation au moyen de 
OH(CH 2 ) 16 -SH. 

30 Ainsi, avec le traitement de silanisation, 

on obtient un premier materiau hydrophile 55 comportant 
des groupes hydrophiles OH alors que les zones 57 du 
second matSriau hydrophile comportent des groupes 
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hydrophiles COOH. Ainsi, en utilisant un reactif a 
groupes OH tel qu'un oligonucleotide, un linker ou un 
precurseur de synthese nucleotidique, f onctionnalise 
avec un groupe OH, on pourra fixer pref erentiellement 
5 ce reactif dans le fond des microcuvettes . ~~ 

Bien entendu, dans l'exemple de realisation 
decrit ci-dessus, l'ordre des etapes pourrait etre 
different. De meme, on pourrait utiliser d'autres 
techniques pour creer respectivement les zones 57 et 
10 55 du premier et du second materiau hydrophile, et 
supprimer l'etape de creation des zones 59 de materiau 
hydrophobe dans le cas d'un support hydrophobe. 
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RE VEND I CATIONS 



1. Dispositif d' analyse chimique ou 
biologique compren'ant un support comportant une 
5 pluralite de sites d' analyse aptes a fixer un reactif" 
chimique ou biologique, dans lequel les sites d' analyse 
sont constitues par des microcuvettes (23, 53) s'etendant 
en creux dans le support (21,51), les parois laterales 
et le fond des microcuvettes et les zones de la surface 

10 du support entourant chaque microcuvette, denommees 
bords de microcuvettes ,' etant realises en au moins un 
materiau hydrophile (24, 26, 55, 57), et les zones 
planes du support disposees entre les zones entourant 
les microcuvettes etant realisees en un materiau 

15 hydrophobe (27, 59) . 

2. Dispositif selon la revendication 1, 
dans lequel les microcuvettes ont la forme d'un tronc 
de cone dont la petite base correspond au fond de la 
microcuvette . 

20 3- Dispositif selon la revendication 1 ou 

2, dans lequel les parois laterales, les fonds et les 
bords des microcuvettes sont realises en le meme 
materiau hydrophile. 

4. Dispositif selon la revendication 1 ou 
25 2, dans lequel les fonds des microcuvettes sont 

realises en un premier materiau hydrophile (24,55), et 
au moins une partie des parois laterales des 
microcuvettes ainsi que les bords des microcuvettes 
sont realises en un second materiau hydrophile (26, 
30 57), seul le premier materiau hydrophile etant apte a 
fixer le reactif chimique ou biologique. 

5. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, dans lequel le(s) materiau(x) 
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hydrophile (s) comportent des groupes hydrophiles 
choisis parmi les groupements epoxy, -OH, -SH, -NH-, 
-NH 2 et -COOH. 

6. Dispositif selon l'une quelconque des 
5 revendications 1 a 4, dans lequel le materiaiT 

hydrophobe comprend des groupes hydrophobes choisis 
parmi les groupes hydrocarbones et f luorocarbones . 

7. Dispositif selon les revendications 4 
et 5, dans lequel le premier materiau hydrophile 

10 comporte des groupes hydrophiles differents de ceux du 
second materiau hydrophrle. 

8. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, dans lequel le support comprend 
un substrat actif a systeme electronique integre a 

15 fonction electronique. 

9. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, dans lequel le react if biologique 

. est un oligonucleotide. 

10. Procede de fabrication d'un dispositif 
20 d' analyse chimique ou biologique selon la revendication 

3, comprenant les etapes suivantes : 

a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes , 

b) definir les zones de la surface du support 
25 devant comporter un materiau hydrophobe, et 

c) former un materiau hydrophile sur les zones de 
la surface du support et des microcuvettes ne 
comportant pas de materiau hydrophobe. 

11. Procede de fabrication d'un dispositif 
30 d' analyse chimique ou biologique selon la revendication 

3, comprenant les etapes suivantes : 

a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes, et 
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b) former un materiau hydrophile sur les zones de 
la surface du support devant comporter un materiau 
hydrophile . 

12. Procede de fabrication d'un dispositif 
5 d' analyse chimique ou biologique selon la revendication" 
4, qui comprend les etapes suivantes : 

a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes, 

b) definir les zones de la surface du support 
10 devant comporter un materiau hydrophobe, 

c} definir ensuite * sur la surface du support ne 
comportant pas de materiau hydrophobe et sur la surface 
des microcuvettes, des premieres zones correspondant 
aux emplacements du premier materiau hydrophile et des 

15 secondes zones correspondant aux emplacements du second 
materiau hydrophile, et 

e) former le premier materiau hydrophile sur les 
premieres zones et le second materiau hydrophile sur 
les secondes zones. 

20 13. Procede selon l'une quelconque des 

revendications 10 a 12 comprenant une etape 
complementaire de formation d'un materiau hydrophobe 
sur les zones de la surface du support devant comporter 
un materiau hydrophobe . 

25 14. Procede selon l'une quelconque des 

revendications 10 a 13, dans lequel les microcuvettes 
sont realisees par gravure, 

15. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 13, dans lequel le support comprend 

30 une couche de surface en polymere ou en oxyde mineral 
deposee sur un substrat actif a fonction electronique, 
et les microcuvettes sont realisees par gravure dans la 
couche de polymere ou d' oxyde. 
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16. Precede selon la revendication 13, dans 
lequel le support etant en silicium ou en verre, on 
forme le materiau hydrophobe par reaction du verre ou 
du silicium soumis prealablement a une oxydation, avec 

5 un agent de silanisation hydrophobe. 

17. Precede selon la revendication 16, dans 
lequel I 7 agent de silanisation hydrophobe est un silane 
de formule : 

ri \ 

R2 -> Si-R4 
R3 / 

10 

dans laquelle R 1 , R 2 et R 3 qui peuvent etre identiques 
ou differents, sont choisis parmi les groupes alcoxy en 
Ci a C 3 et les atomes d'halogene, et R4 est un groupe 
15 hydrocarbone ou f luorocarbone, lineaire ou ramifie. 

18. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 13, dans lequel le support etant en 
silicium ou en verre, on forme le materiau hydrophile 
par reaction du verre ou du silicium qui a ete soumis 

20 prealablement a une oxydation, avec un agent de 
silanisation hydrophile. 

19. Procede selon la revendication 18, dans 
lequel 1' agent de silanisation hydrophile est un silane 
de formule : 

Rl 

R 2 Si-R5 
r3 / 

25 * 



dans laquelle R 1 , R 2 et R 3 qui peuvent etre identiques 
ou differents, sont choisis parmi les groupes alcoxy en 
Ci a C 3 et les atomes d'halogene, et R 5 est un groupe 
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hydrocarbone, lineaire ou ramifie, comportant au moins 
un groupe hydrophile choisi parmi les groupes epoxy, - 
OH, -SH, -NH 2 , -NH- et -COOH . 

20. Procede selon la revendication 13, dans 
5 lequel on forme le materiau hydrophobe par reaction* 

d'une couche metallique en or, argent, cuivre ou un de 
leurs alliages, deposee sur les zones du Support qui 
doivent etre formees du materiau hydrophobe, par 
reaction de cette couche avec un thiol ou un disulfure 
10 comportant un groupe hydrocarbone ou f luorocarbone 
hydrophobe. 

21. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 13, dans lequel on forme le 
materiau hydrophile par reaction d'une couche 

15 metallique en or, argent, cuivre ou un de leurs 
alliages, deposee sur. les zones du support qui doivent 
etre formees du materiau hydrophile, par reaction de 
cette couche avec un thiol ou un disulfure comportant 
au moins un groupe hydrophile choisi parmi les groupes 

20 epoxy, -OH, -SH, -NH-, -NH 2 et. -COOH. 
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